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Бакалаврская работа «Выделение и очистка предсубстрата 
биолюминесцентной системы гриба Neonothopanus nambi» содержит 39 
страниц, 11 рисунков, 1 таблицу, 4 формулы, 22 используемых источника. 
БИОЛЮМИНЕСЦЕНЦИЯ ВЫСШИХ ГРИБОВ, СВЕЧЕНИЕ, 
ЛЮЦИФЕРИН, ПРЕДСУБСТРАТ, ГИСПИДИН, N.NAMBI, ОЧИСТКА  
Цель работы: получение высокоочищенного препарата предлюциферина 
из мицелия гриба Neonothopanus nambi. Были поставлены следующие задачи: 
 Оптимизировать условия подготовки гриба N. nambi с целью 
получения максимального выхода искомого препарата  
 Разработать схему выделения и очистки предлюциферина 
биолюминесцентной системы гриба N. nambi  
Объекты исследования: высший биолюминесцентный гриб N. nambi и 
высший несветящийся гриб Ph. squarrosa (Чешуйчатка обыкновенная).  
Предмет исследования: предсубстрат биолюминесцентной системы гриба 
Neonothopanus nambi.  
Определены оптимальные условия накопления в биомассе, стабилизации 
и хранения предшественника грибного люциферина - гиспидина, полученного 
из мицелия гриба Neonothopanus nambi.  
Установлены оптимальные условия, при которых наблюдалась 
максимальная интенсивность свечения экстракта, они составляют 3 часа 
вымачивания мицелия гриба Neonothopanus nambi в дистиллированной воде 
при температуре 28оС.  
Была разработана и оптимизирована схема выделения и очистки 
предшественника люциферина грибов - гиспидина - до практически 
гомогенного состояния из плодовых тел несветящегося высшего гриба Pholiota 
squarrosa (Чешуйчатка обыкновенная) и люминесцентного гриба 
Neonothopanus nambi. Впервые был получен высокоочищенный препарат 
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Биолюминесцентные реакции используются в качестве необходимых 
аналитических инструментов в различных областях науки и техники, в 
экологическом мониторинге и биомедицинских исследованиях. Механизм 
биолюминесценции грибов в настоящее время изучен слабо и не до конца 
выяснены оптимальные условия для получения максимальной интенсивности 
свечения в лабораторных условиях.  
Актуальность работы заключается в том, что выяснение компонентов 
люминесцентной системы грибов – это, в первую очередь, фундаментальная 
задача. Понимание механизма биолюминесценции и достижение длительного 
испускания света мицелием грибов также позволят решить ряд прикладных 
задач и будут являться основой для дальнейшего развития и применения 
люминесцентного метода в научной деятельности (например, для создания 
биолюминесцентных клеток-сенсоров и сигнальных тестов). Светящиеся грибы 
также представляют интерес в разработке новых люминесцентных маркеров 
для анализа в биотехнологии и медицине. Преимуществом грибных 
биолюминесцентных систем в этом отношении является длительность их 
свечения и возможность экспозиции тест-системы в воздушной среде. 
Изучение организации биолюминесцентной системы грибов позволит 
выяснить целесообразность и способы практического применения 
люминесценции грибов в различных областях науки.  
Целью данной работы является получение высокоочищенного препарата 
предлюциферина из мицелия гриба Neonothopanus nambi.  
Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 
 Оптимизировать условия подготовки гриба N. nambi с целью 
получения максимального выхода искомого препарата  
 Разработать схему выделения и предлюциферина 
биолюминесцентной системы гриба N. nambi  
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1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 
 
1.1 Краткий обзор биолюминесценции грибов 
 
1.1.1 Общие представления о грибной люминесценции  
Биолюминесценция - видимое свечение некоторых живых организмов,  
хемилюминесцентная реакция, в которой химическая энергия превращается в 
световую. В ходе реакции субстрат (люциферин) окисляется под действием 
фермента (люциферазы). Люциферины и люциферазы у разных организмов 
химически различаются, однако все хемилюминесцентные реакции требуют 
молекулярного кислорода и протекают с образованием промежуточных 
комплексов – органических пероксидных соединений.  
Около 40 разновидностей биолюминесцентных реакций исследованы в 
настоящее время (и многие все еще остаются неисследованными). Все они 
возникли из предковых небиолюминесцентных реакций независимо друг друга 
в разных группах организмов [22]. Это привело к существованию большого 
количества светящихся субстратов и ферментов, которые у разных 
люминесцентных видов не являются гомологичными. 
Биолюминесценция свойственна организмам различных 
морфологических форм и в основе её лежат различные механизмы светового 
излучения [9]. Люминесценция встречается у эволюционно разнородных групп 
организмов, в том числе у некоторых бактерий, водорослей, 
кишечнополостных, червей, моллюсков, насекомых и даже рыб, но не 
наблюдается у более высокоорганизованных животных. Преобладающее 
количество биолюминесцентных видов относится к числу морских организмов; 
одними из ярких наземных представителей являются высшие светящиеся 
грибы. 
Явление излучения грибами света, хорошо заметного даже 
невооруженным глазом, было известно ещё с древних времен, но 
первоначально его называли «сиянием леса» и связывали со свечением 
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деревьев в процессе гниения. В одной из ранних записей о биолюминесцентных 
грибах, которая была сделана в труде «Herbarium Amboiense» (G. E. Rumph, 
1750), указывалось, что жители Индонезии использовали светящийся гриб 
Fungus igneus для освещения в качестве фонарей [17].    
Биолюминесцентные системы организмов включают ряд 
последовательных химических реакций. Излучение света происходит только в 
светоизлучающей реакции, при переходе эмиттера из возбужденного 
состояния, энергия для создания которого обеспечивается в процессе окисления 
субстрата (люциферина) [9].  
В последние несколько десятилетий, были открыты химические и 
ферментативные пути, участвующие в излучении света многими живыми 
организмами. В то же время, биохимия многих биолюминесцентных систем 
остается спорной.  
Несмотря на то, что грибы относятся к организмам, которые одними из 
первых были отмечены как биолюминесцентные, природа их свечения долгое 
время оставалась невыясненной до конца, в отличие от биолюминесценции 
бактерий и животных, для многих видов которых механизм излучения в 
настоящее время подробно изучен [3]. 
Биолюминесцентные грибы в основном относятся к сапрофитам 
(используют в качестве субстрата остатки растений, палую листву, стволы и 
ветки гниющих деревьев). Древоразрушающие грибы обладают значительно 
большей интенсивностью люминесценции [18].  
 Свечение, испускаемое биолюминесцентными грибами, безусловно, 
уступает по интенсивности свечению большинства других светящихся 
организмов. Однако грибы обладают способностью испускать свет достаточно 
долгое время, иногда на протяжении нескольких дней. В течение жизни 
небольшой по размерам биолюминесцентный гриб испускает количество 
квантов света, сопоставимое с количеством, продуцируемым более яркими 
светлячками или представителями ракообразных - Cypridina [8]. 
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Условия роста и биолюминесценции изучены только для небольшого 
количества светящихся грибов [18]. Причины возникновения 
биолюминесценции у грибов также не выяснены до конца. По одному из 
предположений,  свечение необходимо  для привлечения беспозвоночных, 
разносящих споры [10].  По другой гипотезе, люминесценция является 
побочным продуктом химических реакций и не имеет экологического значения. 
Существует предположение, что люциферины изначально были 
необходимы для защиты клеток от агрессивных активных форм кислорода, 
образующихся в процессе метаболизма. Следовательно, биолюминесцентные 
системы в разнородных группах организмов могли произойти от 
небиолюминесцентных антиоксидантных систем [21].  Предположение 
подтверждается тем, что при исследовании плодовых тел различных видов 
высших грибов, произрастающих в бореальных и тропических зонах, 
большинство из них показало хемилюминесценцию различной степени 
интенсивности; хемилюминесценция является составляющей метаболизма 
высших грибов, защищающей их от повреждения АФК, и, возможно, является 
основой биолюминесценции.    
Большое разнообразие светящихся грибов было обнаружено на 
протяжении  двух прошлых столетий. Большинство из них относятся к классу 
Базидиомицетов, исключение составляют некоторые представители класса 
Актиномицетов (в частности, род Ксилария) [9]. В настоящее время известно 
более 83 видов святящихся грибов, которые были обнаружены в различных 
местах на планете (Европа, Азия, Австралия, Африка, Бразилия, Северная и 
Южная Америка), в частности, в наиболее благоприятных субтропических и 
тропических зонах. Благодаря современным методам идентификации 
биологических объектов, количество новых видов постоянно увеличивается 
[18]. 
Биолюминесцентные грибы испускают свет только на определенных 
этапах жизненного цикла, на стадиях активного роста мицелия, от момента 
культивирования его на подходящем субстрате. Интенсивность свечения 
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мицелия в значительной степени зависит от условий культивирования и состава 
среды: культуры грибов, хорошо светящиеся на одном субстрате, могут 
перестать испускать свечение после их культивирования в слегка 
отличающихся условиях [9].  
В зависимости от вида, гриб может люминесцировать на стадии 
плодового тела, на стадии мицелия, либо на обеих стадиях. У большей части 
видов плодовые тела не способны испускать свет, но у некоторых 
представителей они также являются биолюминесцентными [9]. Определённые 
виды биолюминесцентных грибов существуют в двух различных формах – 
люминесцентной и нелюминесцентой (Wassink, 1948).   
Как правило, молодые быстрорастущие плодовые тела и мицелии грибов 
обладают более ярким свечением, чем полностью созревшие и старые части 
гриба, но, большей частью, интенсивность люминесценции зависит от 
конкретного вида и условий окружающей среды.    
Одинаковый максимум световой эмиссии в области 530 нм у всех 
известных светящихся высших грибов свидетельствует о сходстве эмиттеров 
люминесценции у разных видов (Van den Burg, 1943; Endo et al., 1970; Lavelle et 
al., 1972; Shimomura, 2006; Desjardin et al., 2008; Бондарь и др., 2011). 
Изучение биолюминесценции грибов и выяснение структурно-
функциональной организации на протяжении последних двух столетий 
являлось и по сей день является актуальной задачей. Производство в 
лабораторных условиях биомассы грибов (мицелия, плодовых дел, глобул), 
обладающей интенсивным длительным свечением, дает новые возможности для 
широкого спектра исследований [18].  
Благодаря длительности люминесценции, широкому диапазону 
оптимальных температур и возможности роста в искусственных условиях, 
биолюминесцентные грибы являются потенциальными представителями для 





1.1.2 Ранние исследования механизма биолюминесценции грибов 
Первые значительные работы, направленные на исследование грибной 
биолюминесценции были сделаны в первой половине XIX века: они во многом 
заложили основы для дальнейшего изучения свечения грибов [18]. 
На протяжении долгого времени с момента изучения биолюминесценции 
грибов, ученые располагали крайне ограниченной информацией о механизме 
реакции и природе компонентов, ответственных за процесс испускания света 
[1]. Предложенные механизмы биолюминесценции являлись спорными и 
требовали подтверждения. 
Среди специалистов, изучающих биолюминесценцию грибов, не 
существовало единого мнения о молекулярно-клеточной организации и 
механизма эмиссии света высшими грибами. В связи с этим, относительно 
механизма грибной биолюминесценции было предложено два альтернативных 
мнения. Свечение грибов, согласно первому механизму, определяется 
функционированием классической фермент-субстратной системы люцифераза 
– люциферин. Согласно второму – свечение связано с окислением 
органических субстратов оксидазами и происходит без участия 
специализированного фермента (люциферазы) [6].  
Отсутствие точных сведений о механизме свечения грибов на первых 
этапах было связано в первую очередь с безуспешными попытками многих 
исследователей получить свечение из бесклеточных экстрактов 
люминесцентных грибов [1]. 
Ещё в начале 20 века, многие ученые пытались получить свечение в 
лабораторных условиях и продемонстрировать классическую люциферин-
люциферазную реакцию, известную ранее с бактериями, на 
биолюминесцентных грибах, но результат был отрицательным. Неудачи могли 
быть связаны с низкой концентрацией компонентов в экстрактах или их 
лабильностью.  
Попытки не приводили к успеху до проведения исследований Аэртом и 
Мак-Элроем, которые смогли достигнуть устойчивого излучения света in vitro. 
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Свечение экстрактов из светящихся грибов в лабораторных условиях им 
удалось получить в 1959 г. Система Аэрта и Мак-Элроя состояла из экстрактов, 
полученных с помощью холодной воды (из гриба Collybia velutipes) и горячей 
воды (из гриба Armillaria mellea), и восстановленных пиридиннуклеотидов [3]. 
Таким образом, были сделаны основные выводы о том, что 
биолюминесценция грибов зависит от наличия в системе холодного водного 
экстракта (люциферазы) и горячего водного экстракта (люциферина) [2].  
На ранних этапах исследований было показано, что ферментативная часть 
(холодный водный экстракт), принимающая участие в биолюминесцентной 
реакции, может быть разделена на растворимую и твердую фракции, обе из 
которых необходимы для эмиссии света. Эксперименты показали, что на 
первом этапе фермент катализирует переход предшественника люциферина в 
истинный люциферин, в то время как на втором этапе, связанном с 
люциферазой, происходит образование возбужденного продукта, а затем – 
излучение света [18]. 
Также Аэрт и Мак-Элрой предложили механизм грибной 
биолюминесценции, в связи с чем, биолюминесцентную реакцию грибов стали 
рассматривать как последовательность из двух реакций: 
 
       НАД(Ф)Н + Н
+ 




,                                                 (1) 
                             люцифераза 




→ Х + Н
2
О + свет                                                             (2) 
 
Полученные препараты «люциферина» (акцептора электронов) и 
«растворимого фермента» были только частично очищены. Люцифераза 
представляла собой частично нерастворимое в воде вещество, состоящее из 
нескольких соединений с различными функциями. Более того, люциферин и 
люцифераза, полученные из одних и тех же определённых видов светящихся 
грибов, вместе не давали положительную люциферин-люциферазную реакцию 
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[9]. Стало очевидным, что свечение грибов представляет собой сложнейший 
механизм взаимодействия неизвестных ранее веществ.  
Предложенные Аэртом и Мак-Элрой реакции для биолюминесценции 
грибов очень похожи на реакции свечения бактерий, где роль люциферина 
(обозначенного на схеме выше как Х) выполняет флавин, а растворимым 
ферментом служит НАД(Ф)Н:ФМН оксидоредуктаза [1].  
 
                             редуктаза 
      FMN + NAD(P)H  FMNH2 + NAD(P)+ ,                                               (3) 
                                    люцифераза 
   FMNH2
 + RCHO + O2  FMN + RCO2H + свет                                        (4) 
 
В течение двух следующих десятилетий две гриппы ученых - Камзолкина 
и другие (1983, 1984) и Кувабара и Вассинк (1966) смогли подтвердить участие 
в реакции двух ферментов [19].  
В свою очередь, перекрестные реакции между холодными и горячими 
экстрактами из различных видов грибов предполагают однородность 
механизма биолюминесценции высших грибов [11].  
Попытки выделить люциферин из биомассы различных представителей 
святящихся грибов предпринимались различными группами ученых. Кувабара 
и Вассинк смогли получить из мицелия гриба Omphalia flavida (Mycena 
citricolor) люциферин в кристаллической форме, который давал 
хемилюминесцентную реакцию в присутствии пероксида водорода без участия 
фермента, а также в присутствии люциферазы, полученной по схеме Аэрта и 
Мак-Элроя (Kuwabara and Wassink, 1966) [7]. Пики на спектрах излучения 
выделенных соединений практически совпадали с пиками на спектрах 
биолюминесценции грибов. Спектр излучения выделенного компонента 
достигал максимума в области 524 нм, близкой к значению, которое 
сообщалось ранее для других исследованных видов грибов - 542 нм [19].  
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На основании того, что биолюминесцентные грибы содержат большое 
количество компонентов, и спектры излучения некоторых из них совпадают, 
было сделано предположение, что выделенный компонент участвует в 
люминесцентной реакции и даже может быть световым эммитером грибной 
биолюминесценции. Спектры люминесценции большинства видов светящихся 
грибов практически идентичны, что также предполагает, что люциферин и 
световой эмиттер одинаковы у разных видов грибов [19]. 
Эксперименты с холодным экстрактом, полученным из гриба Armillaria 
mellea (Камзолкина и др., 1983, 1984), позволили авторам предположить, что 
люцифераза грибов может представлять собой мультиферментный комплекс, 
состоящий из NAD(P)Н-цитохрома, Р-450-редуктазы и цитохрома Р-450, а 
причиной неудач, связанных с выделением данного комплекса является его 
диссоциация на отдельные компоненты [1;18].  
При исследовании холодных и горячих экстрактов, полученных из 
нескольких видов биолюминесцентных грибов, на способность к испусканию 
света в перекрестных реакциях, были получены положительные результаты 
[19]. Это также указывает на то, что субстраты и ферменты у разных 
представителей схожи или являются аналогичными.   
Исследователями были проведены проверки гипотезы о возможном 
общем строении бактериальной и грибной люцифераз и сделаны 
предположения, что в целом грибная люминесцентная система подобна 
бактериальной. Кроме того, в реакции должен был присутствовать еще один 
неизвестный пока субстрат гидрофобной природы, который окисляется 
одновременно с люциферином [1]. Данные предположения требовали 
дальнейших исследований, так как компоненты люминесцентной системы 
грибов не были выделены, и их структура не была определена. 
В настоящее время известно, что люцифераза представляет собой 
мембранносвязанный фермент, который находится в микросомальной или 
митохондриальной фракции [6]. Сложность получения точных данных 
заключается в том, что при выделении из бесклеточного экстракта ферментная 
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часть быстро теряет свою активность по причине высокой лабильности 
комплекса, поэтому люцифераза из светящихся грибов не была выделена. Для 
дальнейшего выяснения механизма биолюминесценции грибов, необходимо 
было также выяснить структуру природного люциферина.  
При изучении биолюминесценции высшего гриба Neonothopanus nambi 
было выяснено, что механическое разрушение мицелия грибов различными 
методами ведет к необратимой потере активности люминесценции (Бондарь и 
др 2011;.. Бондарь и др, 2012). В связи с чем, авторами было сделано 
предположение, что биолюминесцентная система Neonothopanus nambi может 
быть локализована на клеточной стенке или в структурных элементах 
клеточной стенки грибов [19]. Данное предположение о структурно-
функциональной организации биолюминесцентной системы также может быть 
справедливо для других видов грибов.   
1.1.3 Участие перекиси водорода в люминесцентной реакции грибов  
В экспериментах с Neonothopanus nambi (Бондарь и др., 2011; Бондарь и 
др., 2012) было показано стимулирующее влияние пероксида водорода на 
люминесценцию мицелия гриба, что может быть показателем участия 
пероксидаз в механизме грибной люминесценции [19]. 
Необходимость присутствия пероксида водорода может означать участие 
в биолюминесцентной реакции грибов активных форм кислорода, таких как 
супероксид-анион. Это токсичное для клеток вещество с коротким периодом 
жизни, поэтому его присутствие трудно определить достоверно, но были 
получены доказательства участия аниона супероксида в биолюминесценции 
некоторых других организмов [9]. Механизм действия супероксидного аниона 
может включать в себя окисление молекулы люциферина с образованием из 
него свободного радикала. Свободный радикал, в свою очередь, будет 
немедленно окисляться молекулярным кислородом перекиси [11]. И, вероятно,  
последующее разложение получившегося люциферина, является источником 
энергии для излучения света.   
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Благодаря исследованиям О. Шимомуры (1992), было показано, что 
биолюминесцентные грибы испускают свет только в течение определенного 
периода жизненного цикла. На различных этапах роста грибы содержат лишь 
небольшие количества люциферина, который может поддерживать реакцию от 
3х до 100 секунд, в чем наблюдается сходство с биолюминесценцией бактерий. 
Во время роста мицелия, на ранних стадиях, одновременно появляются 
люциферин и супероксидный анион, и изменение их содержания происходит 
параллельно. Супероксид анион, вероятно, может служить для удаления из 
клетки активных форм кислорода, участвующего в люминесценции гриба [9].  
Плодовые тела грибов, как правило, богаты люциферином, а мицелий – 
супероксидными анионами, несмотря на то, что интенсивность их свечения 
находится в одном и том же узком диапазоне. Содержание супероксидных 
анионов в светящихся грибах очень высоко, о чем свидетельствует наличие 
активных форм кислорода в тканях. Таким образом, можно предположить, что 
биолюминесцентная реакция грибов произошла от антиоксидантной системы, 
используемой для защиты от АФК и претерпевшей изменения в результате 
эволюции [21]. 
Согласно исследованиям О. Шимомуры, люциферин грибов испускает 
свет в присутствии супероксидного аниона, молекулярного кислорода и 
катионного сурфактанта [11]. Супероксид должен присутствовать на стадии 
выращивания гриба. Весьма удобные в лабораторных исследованиях катионные 
сурфактанты не встречаются в природе, но в грибах в их роли могут выступать 
сложные эфиры жирных кислот или сами люциферазы.  
Наличие молекулярного кислорода в биолюминесцентной реакции 
означает, что интенсивность свечения может контролироваться концентрацией 
супероксидных анинов. В светящихся грибах клетки, продуцирующие 
супероксиды и содержащие световые эмиттеры, расположены удаленно, что 
препятствует распространению супероксидных анионов; у 
небиолюминесцентных же форм грибов же эти два типа клеток расположены 
близко, что способствует распространению диффузии анионов в клетки, 
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содержащие световые эмиттеры, и блокировке люминесцентной реакции гриба 
[9]. 
Интенсивность свечения будет постепенно уменьшаться от молодых 
форм гриба к старым – за счет медленной диффузии анионов к 
светоизлучающим клеткам. Увеличение интенсивности свечения грибов после 
вымачивания в воде может быть связано с вымыванием (выщелачиванием) 
супероксидных анионов [11]. 
1.1.4 Структура люциферина грибов  
В ранних исследованиях люциферин в кристаллической форме был 
получен из Mycena citricolor (Kuwabara and Wassink, 1966). Он мог давать 
хемилюминсецентную реакцию с пероксидом водорода и продуцировать свет 
при участии ферментативной фракции (люциферазы), но никакой информации 
о его химической природе не сообщалось [8]. 
Несмотря на то, что предпринимались многочисленные попытки 
выделить люциферин биолюминесцентной системы грибов и охарактеризовать 
его структуру, попытки не были успешными, и структурные и химические 
основы грибной биолюминесценции оставались неясными. Основное 
препятствие для изучения люциферина грибов заключается в трудности 
получения чистого вещества, пригодного для структурных исследований, по 
причине его возможной нестабильности и низкого содержания субстрата в 
биомассе [20]. 
Предшественниками люциферина грибов, впервые полученными в 
чистом состоянии и экстрагированными из Panellus stipticus, были PS-A and PS-
B [8;19]. При получении экстракта из гриба Neonothopanus nambi был получен 
компонент, активирующий свечение гриба, который был назван намбин. 
(Бондарь и др., 2011)  
В связи с отсутствием информации о структуре компонентов 
люминесцентной системы грибов, надежных данных в отношении химической 
природы их биолюминесценции не было получено до сих пор. 
Двухступенчатый процесс биолюминесценции грибов, предложенный Аэртом и 
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Мак-Элроем, долгое время оставался гипотетическим и поддерживался только 
косвенными данными [20]. 
В настоящее время группой ученых Института Биофизики СО РАН 
(Красноярск, Россия) в сотрудничестве с учеными из ИБХ РАН (Москва, 
Россия) и Нагойского университета (Япония) был определен грибной 
люциферин - это 3-гидроксигиспидин, который синтезируется путем окисления 
предшественника [20]. Предшественником является гиспидин - вторичный 
метаболит грибов и растений. Выяснилось, что люциферин грибов не имеет 















 Кроме того, было показано, что 3-гидроксигиспидин приводит к 
биолюминесценции в экстрактах из четырех различных родов светящихся 
грибов, что также подтверждает предположения о наличии общей 
биохимической основы механизма грибной биолюминесценции [20].  
Также, благодаря последним исследованиям, стало известно, что 
содержание предшественника субстрата биолюминесцентной реакции грибов 
даже в вымачиваемых образцах N. nambi и других светящихся видов, таких как 
Mycena сitricolor и Panellus stipticus, было во много раз ниже, чем в 
небиолюминесцентных грибах, например, Pholiota Squarrosa. Содержание 
Рисунок 1 - Структуры люциферинов: 3-гидроксигиспидин (А) в сравнении с некоторыми 
известными структурами люциферинов (Б) 
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предлюциферина в плодовых телах этих несветящихся грибов оказалась ~ в 100 
раз выше, чем в мицелии известных светящихся видов [20]. Этот факт, 
вероятно, объясняет, почему прежние попытки идентифицировать 
предлюциферин и люциферин биолюминесцентной реакции грибов были 
неудачными. 
1.1.5 Структура гиспидина и его роль в качестве предшественника 
люциферина грибов   
Как было сказано выше, авторами статьи The Chemical Basis of Fungal 
Bioluminescence установлена структура предшественника люциферина - 
гиспидина. Для проверки возможной роли гиспидина в качестве 
предшественника, авторы провели его ферментативное превращение в 
люциферин.  
Для этой цели, коммерческий гиспидин инкубировали с фракцией 
холодного водного экстракта, полученного из мицелия N. nambi, которая 
представляла собой фермент, в присутствии NADP H. При проведении ВЭЖХ 
хроматографии реакционной смеси было обнаружено постепенное появление 
одного нового крупного компонента, достигающего максимальной 
концентрации через 35 минут после начала реакции. После остановки реакции 
подкислением до рН=2 через 35 минут после начала, авторы получали пик 
нового крупного компонента, которым был грибной люциферин [20].  
Реакционная способность идентифицированного люциферина, 3-
гидроксигиспидина, в реакции с люциферазами из светящихся грибов 
позволила предположить, что большинство светящихся грибов использует 
гиспидин в качестве предшественника люциферина и 3-гидроксигиспидин в 
качестве люциферина. Как видно из содержания гиспидина как в светящихся, 
так и в несветящихся видах, биолюминесценция грибов регулируется 
катализирующими реакцию ферментами - гиспидин-3-гидроксилазой и 





1.1.6 Новый механизм грибной биолюминесценции 
 
 
Рисунок 2 - Механизм грибной биолюминесценции (из статьи The Chemical Basis of Fungal 
Bioluminescence, Purtov et al, 2015) 
 
В соответствии с предыдущими исследованиями грибной 
биолюминесценции, авторами было показано, что в механизме принимают 
участие два различных фермента предшественник грибного люциферина - 
гиспидин и NADP H. Первый фермент (гидроксилаза) использует гиспидин и 
NADP H для производства истинного люциферина, способного к 
биолюминесценции при смешивании со вторым ферментом (люциферазой). 
Для этой реакции никаких дополнительных кофакторов кроме молекулярного 
кислорода не требуется [20]. 
 
1.2 Объекты исследования Neonothopanus nambi и Pholiota squarrosа 
 
Биолюминесцентные грибы могут испускать свет на всех стадиях жизни, 
наиболее интенсивно – во время активного роста мицелия. Максимум световой 
эмиссии находится в области 530 нм. Перекрестные реакции между холодными 
и горячими экстрактами из различных видов грибов предполагают 
однородность механизма биолюминесценции высших грибов [20]. 
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Последние данные о биолюминесцентной системе грибов подтверждают 
гипотетическую схему свечения, предложенную Аэртом и Мак-Элроем (1959). 
Она представляет собой двухступенчатый процесс, катализируемый двумя 
ферментами при участии кислорода воздуха.  
 
 
Рисунок 3 – Образец N. nambi в чашке Петри в темноте и на свету 
 
В качестве объекта исследований использовался биолюминесцентный 
гриб Neonothopanus nambi, произрастающий во влажных тропических лесах 
Вьетнама, впервые обнаруженный Dao Thi Van [4]. Он принадлежит к 
небольшому роду биолюминесцентных грибов Omphalotus, и относится к 
семейству Omphalotaceae, которое содержит 250 несветящихся видов [22]. 
 В естественной среде Neonothopanus nambi растет на погибших стволах 
деревьев [16]. Данный гриб удобен в качестве объекта исследования, так как 
легко культивируется и сравнительно быстро растет на питательной среде в 
лабораторных условиях, а также обладает продолжительным свечением, 
которое можно регистрировать. 
Также в работе использовались плодовые тела несветящегося высшего 
гриба Pholiota squarrosa (Чешуйчатка обыкновенная), которые были собраны в 
лесах вокруг Красноярска. Было установлено, что содержание 
предшественника люциферина биолюминесцентной реакции в плодовых телах 
этих несветящихся грибов значительно выше, чем в мицелии известных 
светящихся видов, таких как N. nambi, M. citricolor, P. stipticus (рисунок 4).  В 
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связи с этим, схема выделения и очистки предсубстрата разрабатывалась с 
использованием несветящихся грибов, для дальнейшего использования в 
работе с биолюминесцентным грибом N. nambi.  
 
 
Рисунок 4 - Активность «горячего экстракта» люминесцентных и нелюминесцентных грибов в 
зависимости от содержания предсубстрата (из Supporting Information к статье The Chemical 
Basis of Fungal Bioluminescence, Purtov et al, 2015) 
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2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
 
2.1 Материалы и оборудование, используемые в работе 
 
В работе был использован мицелий светящегося высшего гриба 
Neonothopanus nambi, обитающего в тропических лесах Южного Вьетнама, 
культивируемого в чашках Петри на жидкой питательной среде. Культура была  
предоставлена вьетнамским исследователем Dao Thi Van (частная коллекция 
штаммов BIOLUMI Co., Ltd., Ho Chi Minh City, Vietnam). Выращивание 
мицелия было проведено в жидкой питательной картофельно-сахарозной среде 
на 100 мм чашках Петри (200 г картофеля, 20 г сахарозы, 1 л дистиллированной 
воды) при температуре 26°С в темноте в течение 10 суток. 
Также в работе были использованы плодовые тела несветящегося 
высшего гриба Pholiota squarrosa (Чешуйчатка обыкновенная), собранные в 
лесах вокруг Красноярска и хранящиеся при -20°С.   
Свечение измерено на люминометре GloMax, Promega (США). 
Центрифугирование проведено на центрифуге  Avanti J E («Beckman Coulter», 
США). Для механического разрушения клеточных структур и гомогенизации 
суспензии использовался ультразвуковой дезинтегратор «Волна» (Россия).  
 
2.2 Методика проведенной работы 
 
2.2.1 Методика получения горячего экстракта из мицелия гриба N. nambi  
После вымачивания мицелия гриба в дистиллированной воде при 28°С в 
течение 3 часов, он был помещен в термостойкий стеклянный стакан с 
добавлением дистиллированной воды в соотношении 1 : 1 (вес сырой биомассы 
: объем воды), доведен до кипения в микроволновой печи (для того чтобы 
остановить ферментативную реакцию преобразования субстрата ферментом и 
сохранить предлюциферин в экстракте), затем резко охлажден и помещен в лед. 
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Жидкая фракция была отобрана и помещена в охлажденные пробирки, 
клеточные обломки удалены центрифугированием на центрифуге Avanti J E 
(«Beckman Coulter», США) при следующих параметрах: 25000 g, 4°C, в течение 
20 минут. Полученный супернатант содержал предлюциферин, который был 
использован в реакционной смеси при измерении активности люминесцентной 
системы. Супернатант был заморожен и хранился при температуре -20°C до 
использования. 
2.2.2 Получение фермента (люциферазы) из мицелия гриба N. nambi для 
последующего измерения активности люминесцентной системы 
  Для тестирования ферментативной активности в качестве фермента 
была использована люцифераза, полученная из гриба N. nambi.  
Для получения ферментной системы мицелий N. nambi был инкубирован 
в дистиллированной воде в течение 18 часов при температуре 26°C, затем 
помещен в стакан с добавлением фосфатного буфера 50 мл (200мМ, 7,5pH) и 1 
мМ раствора ДТТ.  Проведено механическое разрушение биомассы блендером; 
крупные компоненты клеточной стенки в суспензии были подвергнуты 
гомогенизированию с помощью ультразвукового дезинтегратора «Волна» 
(Россия) по схеме: 10 раз по 1 минуте озвучивания с интервалом в 2 минуты 
охлаждения на льду.  Полученная суспензия была перенесена в охлажденные 
пробирки и отцентрифугирована при скорости 10000 g в течение 20 мин, 
4°С. Полученный супернатант содержал активную ферментативную систему 
для тестирования предсубстрата, которая оставалась активной после заморозки 
и хранения при -20°С.  
2.2.3 Определение оптимальных условий накопления предлюциферина в 
мицелии гриба N. nambi  
Для проверки влияния времени вымачивания на свечение 
люминесцентной системы были взяты примерно одинаковые по размеру 
образцы гриба  N. nambi с 20ти чашек Петри и помещены в емкость с 
дистиллированной водой для вымачивания. Для выяснения зависимости 
интенсивности свечения экстракта гриба N. nambi, содержащего предсубстрат, 
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от температуры, температура воды, в которой проводили вымачивание, 
поддерживалась с помощью термостата. Было проведено вымачивание мицелия 
гриба на интервале температур от 20°C до 30°C, время вымачивания до 6 часов. 
Образцы для исследования брались  каждый час для измерения активности. 
Экстракты из биомассы гриба N. nambi были получены после 
механического разрушения мицелия, по схеме представленной выше. 
Полученный супернатант был использован в реакционной смеси в качестве 
предсубстрата при измерении  активности люминесцентной системы. Также 
реакционная смесь содержала препарат имеющегося фермента люциферазы, 
полученный ранее (схема получения ферментативной части также представлена 
выше).  
Состав реакционной (экстрагирующей) смеси: 
Компоненты реакционной смеси Количество компонента в смеси, 
мкл 
раствор фосфатного буфера 
200 мМ, 7,5рН 
430 
фермент (люцифераза) 25 
тестируемый образец  2 
Тритон 2 
ДТТ (дитиотрейтол 300мМ) 2 
перекись водорода H2O2 (3%) 20 
NADP H 20 
 
Компоненты реакционной смеси для измерения активности 
биолюминесцентной системы были получены путем разведения сухих 
коммерческих препаратов: 0,8 мг сухого вещества в 0,5 мл дистиллированной 
воды для NADP H; 0,16 мг сухого вещества в 100 мкл дистиллированной воды 




2.2.4 Поиск оптимума инкубации супернатанта при 100°C для 
Neonothopanus nambi и Pholiota squarrosa  
Для проверки влияния кипячения на изменение интенсивности свечения 
горячего экстракта в реакционной смеси был проведен поиск оптимума 
инкубации при 100°С. Была взята навеска гриба (примерно 1 г), доведена 
дистиллированной водой до объема 30 мл, затем проводилось 
гомогенезирование биомассы (плодовых тел Ph. squarrosa или мицелия N. 
nambi) гриба в блендере. На следующем этапе крупные компоненты в 
суспензии были подвергнуты разрушению с помощью ультразвукового 
дезинтегратора в течение 2 минут с интервалом 30 секунд. После 
центрифугирования полученного экстракта на центрифуге Avanti J E («Beckman 
Coulter», США) в течение 10 минут при температуре 4С, скорости 20000 g. 
Известный объем (100 мкл) помещался в эппендорфы на 1,5 мл и 
инкубировался в кипящей водяной бане в течение определенного времени в 
интервале от 1 до 10 минут. После инкубации эппендорф резко охлаждался и 
помещался на ледяную баню, супернатант был проверен на активность 
(измерялись пробы с различным временем кипячения и контрольные точки без 
кипячения). 
Состав реакционной (экстрагирующей) смеси: 
Компоненты реакционной смеси Количество компонента в смеси, 
мкл 




предсубстрат  2 
NADP H 10 
Раствор буфера на 5 мл содержал: фосфатный буфер (200 мМ, 7,5рН) 5 мл 
+ тритон 2мкл + ДТТ (дитиотрейтол 0,05%) 7мкл  + лецитин 62,5 мкл. 




2.2.5 Проверка влияния кислотности среды на стабильность и 
растворимость субстрата  
Для проверки влияния кислотности на предсубстрат, водный экстракт 
гриба Pholiota squarrosa был инкубирован с уксусной кислотой различной 
концентрации. 
Плодовые тела гриба Pholiota squarrosa были разморожены, к навеске 
гриба (3 г) было добавлено 30 мл холодной дистиллированной воды, и получен 
гомогенат с помощью механического разрешения биомассы блендером. 
Полученная суспензия была помещена в стеклянный стакан и доведена до 
кипения микроволновой печи, после чего резко охлаждена на ледяной бане. 
Затем было проведено центрифугирование для удаления клеточных обломков 
на центрифуге  Avanti J E («Beckman Coulter», США) при следующих 
параметрах: 25 000 оборотов, 4С в течение 20 минут. 
Приготовленный водный экстракт гриба был разлит по эппендорфам в 
объеме 1 мл. К экстракту была добавлена уксусная кислота различной 
концентрации (0% (контроль); 0,01%; 0,1%; 1%; 5%). Далее была проведена 
инкубация проб в холодильнике при температуре 4°C в течение 1 часа, затем 
субстрат был проверен на активность люминесцентной системы. После 
проверки активные пробы были заморожены, затем разморожены спустя сутки, 
и повторно проверены на активность. 
Состав реакционной (экстрагирующей) смеси: 
Компоненты реакционной смеси Количество компонента в смеси, 
мкл 




предсубстрат  2 
NADP H 10 
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Раствор буфера в расчёте на 5 мл содержал: фосфатный буфер (200 мМ, 
7,5рН) 5 мл + тритон 2мкл + ДТТ (дитиотрейтол 0,05%) 7мкл  + лецитин 62,5 
мкл.  
2.2.6 Определение растворителя, способного максимально экстрагировать 
предлюциферин из мицелия гриба N. nambi 
Было взято в равных количествах (в объеме 800 мкл) исходного 
субстрата, полученного после экстрагирования и органического растворителя, 
несмешивающегося с водой и помещено в эппендорфы на 2 мл. В качестве 
растворителей были использованы этилацетат (этиловый эфир уксусной 
кислоты), бутанол-1, дихлорметан (метилен хлористый). Также в эппендорфы 
было добавлено по 10 мкл уксусной кислоты (это необходимо для создания 
кислой среды, так как опытным путем было показано, что в кислой среде 
субстрат более стабилен). Образцы были помещены в ледяную баню. Жидкости 
в эппендорфах были смешаны в течение 5 минут и  центрифугированы для 
получения двух фракций: нижняя фракция представляла собой воду, а верхняя 
– растворитель с экстрагированным субстратом. Верхние фракции, содержащие 
предлюциферин, были перенесены в эппендорфы на 1,5 мл, к ним было 
добавлено 2 мкл уксусной кислоты (0,1%), после чего пробы были помещены в 
роторный испаритель. После испарения до 50 мкл пробы были проверены на 
активность люминесцентной системы. Полученные результаты представлены 
на рисунке 8. 
2.2.7 Получение высокоочищенного препарата предлюциферина из 
мицелия гриба N. nambi 
После получения экстракта из биомассы N. nambi, вымачиваемой в 
дистиллированной воде в течение трех часов при 28°C, была проведена 
ионообменная хроматография на DOWEX 50W (рисунок 9). На колонку было 
нанесено 200 мл экстракта, при скорости протока 1 мл/мин, объем колонки 50 
мл. Колонка была промыта водой, искомое вещество снято раствором, 
содержащим 500 мМ фосфатный буфер (pH 7,5) и 20% DMSO 
(диметилсульфоксид) при скорости 1 мл/моль.  
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После хроматографии была измерена активность образца и отобраны 
активные пробы. Затем  в  экстракт была добавлена соляная кислота HCl до 
получения pH=2 (опытным путем было показано, что в кислой среде экстракт 
более стабилен) и он был нанесен на концентрирующий хроматографический 
патрон Диапак С16 (скорость 1 мл/мин). Образец с сорбента был снят с 
помощью 40% водного раствора ацетонитрила (объем 4 мл).  
Следующим шагом было проведено выпаривание на роторном 
испарителе. Сконцентрированный таким образом образец был разведен 60% 
DMSO и нанесен на колонку с сорбентом Sephadex LH-20, при скорости 0,2 
мл/мин, длина колонки 50 см. Гидрофобная хроматография была проведена в 
40% ацетонитриле, после выхода активного образца снова было произведено 
концентрирование на роторном испарителе. Заключительным этапом была 
проведена высокоэффективная жидкостная хроматография высокого давления 
HPLC на колонке С18. На всех этапах хроматографии было проведено 
измерение активности образца и поглощение при длине волны 280 нм, 




3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
 
3.1 Оптимизация схемы получения первичных экстрактов и 
выделения предсубстрата из гриба N. nambi  
 
3.1.1 Определение оптимумов вымачивания мицелия гриба N. nambi и 
инкубации супернатанта 
Поиск оптимальных условий вымачивания мицелия грибов и инкубации 
супернатанта необходим для получения максимального выхода препарата 
предлюциферина и увеличения его интенсивности свечения на дальнейших 
этапах. Экспериментальным путем было выяснено, что нахождение мицелия 
гриба N. nambi в дистиллированной воде позволяет увеличить интенсивность 
свечения экстрактов, полученных из гриба. Увеличение интенсивности 
свечения грибов после вымачивания в воде может быть связано с 
выщелачиванием супероксидных анионов [11]. Также при длительном 
вымачивании при оптимальной температуре происходит накопление 
компонентов биолюминесцентной системы. 
При определении оптимальных условий накопления предлюциферина в 
мицелии гриба N. nambi была замечена динамика роста интенсивности свечения 
с увеличением времени вымачивания гриба в воде. Вымачивание биомассы N. 
nambi в течение нескольких часов в дистиллированной воде позволило 
увеличить максимальные значения интенсивности свечения мицелия гриба и 
его экстракта субстрата (предлюциферина) в реакционной смеси, но при 
дальнейшем вымачивании наблюдалась тенденция к снижению активности 
свечения.  
Из графика, приведенного ниже (рисунок 5), видно, что минимальные 
значения свечения были получены при вымачивании мицелия при температуре 
30°С. Предположительно, это связано с тем, что при высокой температуре 
ферментные системы гриба инактивируются, и люминесцентная реакция 
постепенно ингибируется.  Максимальная активность, и, следовательно, 
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концентрация компонентов люминесцентной системы, наблюдается при 
температуре 28°С.  
 
 
Рисунок 5 – Зависимость интенсивности свечения горячего экстракта от времени 
вымачивания мицелия гриба N. nambi в дистиллированной воде 
 
Оптимум накопления предсубстрата в мицелии гриба N. nambi, при 
котором концентрация предлюциферина максимальна составляет 28°C, при 
времени вымачивания мицелия в дистиллированной воде в течение 3 часов. На 
следующем этапе, для проверки влияния кипячения на изменение 
интенсивности свечения горячего экстракта в реакционной смеси был проведен 
поиск оптимума инкубации при 100°C для N. nambi и Pholiota squarrosa.  
Экспериментальным путем было показано, что кипячение позволяет 
увеличить активность горячего экстракта в реакционной смеси. Из рисунка 6 
видно, что средние значения интенсивности свечения горячего экстракта, 
содержащего предлюциферин, увеличиваются с ростом времени кипячения. 
Оптимальным является инкубация супернатанта на водяной бане при 100°C в 
течение 7 минут, затем следует спад активности.  Для увеличения срока 
хранения предсубстрата, была проведена проверка влияния кислотности среды 




























Изменение концентрации предсубстрата в мицелии 









Рисунок 6 – Зависимость интенсивности свечения супернатанта от времени 
инкубации при 100°С для грибов N. nambi  и Ph. squarrosa 
 
Было сделано предположение, что добавление уксусной кислоты для 
стабилизации и хранения экстракта в количествах выше определенной 
концентрации может приводить к тому что, растворимость субстрата падает, в 
связи с тем, что он кристаллизуется и выпадает в осадок.  Для проверки 
данного предположения, водный экстракт гриба Pholiota squarrosa был 
инкубирован с уксусной кислотой различной концентрации.  
 
 
Рисунок 7 – Влияние уксусной кислоты разной концентрации на интенсивность 



























































Концентрация уксусной кислоты, %
Средние значения интенсивности свечения в 
зависимости от концентрации уксусной кислоты 
 0%                0,01%                0,1%                  1%                   5% 
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Исходя из графика (рисунок 7) можно сделать вывод, что 
положительного эффекта, вызванного добавлением уксусной кислоты в данных 
концентрациях (0,01%; 0,1%; 1%; 5%) в сравнении с контролем, выявлено не 
было. Предположение, что более кислая среда позволяет повысить 
стабильность предсубстрата при сохранении экстракта при температуре 4°C, не 
подтвердилось при использовании данных концентраций уксусной кислоты.  
3.1.2 Определение растворителя, максимально экстрагирующего 
предсубстрат из мицелия гриба N. nambi 
С целью получения максимального выхода искомого препарата на 
последующих этапах хроматографии было необходимо выяснить, каким 
растворителем предсубстрат экстрагируется наиболее полно.  
 
 
Рисунок 8 – Средние значения интенсивности свечения экстракта из мицелия гриба 
N.nambi после экстрагирования органическими растворителями этилацетатом, бутанолом и 
дихлорметаном 
 
Из рисунка 8 видно, что  этилацетат (этиловый эфир уксусной кислоты) 
является растворителем с высокой растворяющей способностью и экстрагирует 
предсубстрат из смеси компонентов, полученной  из мицелия гриба N. nambi 
наиболее полно. Вероятно, это связано с тем, что растворимость предсубстрата 



























Средние значения интенсивности свеечения после 
экстрагирования для трех растворителей
 этилацетат                 бутанол-1                   дихлорметан 
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что бутанол и дихлорметан являются менее подходящими экстрагентами, так 
как они не позволяют получить максимальный выход препарата 
(предлюциферин плохо растворяется в этих растворителях).  
 
3.2 Получение высокоочищенного препарата предлюциферина из 
мицелия гриба N. nambi 
 
После получения экстракта из биомассы, вымачиваемой в 
дистиллированной воде в течение трех часов  при 28°C, была проведена 





















тотальная, люм. ед. 
D при 
280нм 
Экстракт из 20 чашек, всего 200 мл 
2 мкл люциферазы 5651 11302*105 73 
После Dowex, 200 мл 4771 4771*105 9,551 
Рисунок 9 - Хроматограмма разделения гиспидина на сорбенте DOWEX 50W. 
Зеленым цветом обозначена фракция, в которой наблюдалась активность, 
соответствующая предсубстрату  
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После С16, 4 мл 22950 4590*105 3,38 
После LH-20, 10 мл 61475 3074*105 0,3 
HPLC С18 
пик1 19969 1997*105 0 
пик2 3496 349*105 0 
  
В таблице 1 представлены результаты измерения активности 
предсубстрата и его поглощение при длине волны 280 нм, полученные после 
каждого этапа очистки с помощью хроматографии.  
Из таблицы 1 видно, что по мере концентрирования экстрагируемого 
вещества с помощью хроматографий – интенсивность свечения увеличивается. 
Получение двух пиков после высокоэффективной жидкостной хроматографии 
высокого давления, объясняется тем, что искомый предсубстрат - гиспидин - в 
экстракте находится в двух формах.    
Для определения условий и возможностей очистки гиспидина на 
различных сорбентах, была проведена тестовая гидрофобная гель-
хроматография коммерческого препарата гиспидина на сорбенте Sephadex LH-




Рисунок 10 - Хроматограмма разделения гиспидина после тестовой хроматографии на 
сорбенте Sephadex LH-20. Зеленым цветом обозначены фракции, в которых наблюдалась 
активность, они соответствуют гиспидину, 3,3-бисгиспидинилу, биснориангонину и 




Из хроматограммы, представленной на рисунке 9, видно, что произошло 
разделение препарата на гиспидин, гомодимер гиспидина (3,3-бисгиспидинил), 
биснориангонин и оксигиспидин. Таким образом, было выяснено, что сорбент 
LH-20 подходит для разделения и очистки природного гиспидина грибов.  
В результате работы предложена оптимизированная схема очистки 














Рисунок 11 - Схема выделения и очистки предсубстрата из мицелия гриба N. nambi 
 
После проведения заключительного этапа очистки - высокоэффективной 
жидкостной хроматографии высокого давления HPLC на колонке С18 - был 












Были определены условия накопления в биомассе, стабилизации и 
хранения предшественника грибного люциферина - гиспидина. С этой целью, 
была проведена работа по определению оптимального времени вымачивания 
мицелия гриба Neonothopanus nambi и найдены оптимальные условия 
накопления предлюциферина в биомассе, при которых наблюдалась его 
максимальная концентрация. Была установлена оптимальная температура, при 
которой наблюдалась максимальная интенсивность свечения, она составляет 
28°C, и оптимальное  время вымачивания мицелия гриба Neonothopanus nambi в 
дистиллированной воде при данной температуре – 3 часа.  
Была разработана и оптимизирована схема выделения и очистки 
предлюциферина грибов - гиспидина - до практически гомогенного состояния 
из плодовых тел несветящегося высшего гриба Pholiota squarrosa (Чешуйчатка 
обыкновенная) и люминесцентного гриба Neonothopanus nambi. 
Впервые был получен высокоочищенный препарат гиспидина из мицелия 
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